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microdissection 法および real-time RT-PCR を用いた膵島コア領域遺伝子発現解析を行った．その
結果，血糖値は全介入群で有意に低下し，併用群でより顕著であった．インスリン抵抗性は PIO 群
と併用群で改善した．膵β細胞量はコントロール群に比し ALO 群または PIO 群で増加傾向，併用
群で有意な増加を認め，膵島インスリン含量とグルコース刺激性インスリン分泌の改善を伴った．
膵β細胞増殖能は ALO 群，PIO 群で増加傾向，併用群で有意な増加を示し，アポトーシスは ALO 群，
PIO 群で減少傾向，併用群で有意な減少をみた．遺伝子解析では，Insulin 遺伝子発現量は ALO 群
と併用群で増加し，PIO 群ではインスリン抵抗性改善を反映し減少傾向を示した．GLUT2遺伝子発
現は全実薬群で増加傾向を認め，併用群でその傾向は強かった．PDX-1，MafA，Cyclin D および
Bcl-2遺伝子は ALO 群，PIO 群で増加傾向を示し，併用群で顕著であった．膵 β 細胞量および機能
維持に必須であるIRS-2 遺伝子の発現量は ALO 群で増加傾向を示し，併用群で顕著に増幅された．
また，GLP-1R 遺伝子発現は ALO 群，PIO 群で増加傾向を示し，併用群で顕著であった．肥満2型
糖尿病モデルdb/db マウスに対する ALO と PIO の併用投与は，少なくとも一部は GLP-1シグナル



































お よ び dipeptidyl peptidase-4（DPP-4）阻 害 薬9） 
が糖尿病モデル動物における耐糖能障害，膵
β細胞機能障害の進展を阻止することを報
告してきた．TZD 薬は核内受容体 peroxisome 




















　近年，肥満2型糖尿病モデル ob/ob および db/



























　雄性6週齢 db/db マウスは，無作為に ALO
投与群（ALO 30 mg/kg），PIO 投与群（PIO 25 


































ラゲナーゼ（collagenase P, Roche. Swiss）と10% 
ウシ胎仔血清を含む HBSS（Hanks’ balanced 
salt solution：137 mM NaCl, 5.36 mM KCl, 0.44 
mM KH2PO4, 5.55 mM Glucose, 0.03 mM Phenol 
Red, 0.34 mM Na2HPO4, 0.27 mM MgSO4, 1.26 






した．HBSS 30 ml を加えて遠心（1,100 rpm，
2分）を3度繰り返し，最後のペレットに10 ml
の HBSS を添加して金属製フィルターに通し
た．さらに Histopaque-1077（sigma， St. Louis， 
MO， USA）を用いて遠心（2,500 rpm，22分）
し，内分泌組織と外分泌組織を分離した．中間










バッファー（5 mg/ml BSA 含有 KRBH，pH 7.4） 
でプレインキュベートし，遠心（10,000 rpm，


















Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488，Anti-mouse IgG 
Alexa Fluor 594，Anti-guinea pig IgG Alexa Fluor 
488，Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 594（Carlsbad，
USA）を用いた．線維化の評価にはアザン染
色を行った．TUNEL アッセイは，DeadEndTM 








































RNA 抽出と Reversed transcription
　RNA 抽 出 に は PicoPure RNA Isolation Kit
（Arcturus PN 12206-01, Applied Biosystems, Life 
Technologies. Corp. , Carlsbad, CA）を使用した．
DNase 処理を追加し，ゲノム DNA のコンタミ
ネーションを回避した．Reversed transcription
に は TaqMan Reverse Transcription Reagents
（Applied Biosystems N808-0234）を使用し，
cDNA 合成のためのプライマーには Random 
Hexamers を用いた．
Real time-PCR 法
　SYBR Green による real-time RT-PCR（reverse 
transcriptase- polymerase chain reaction）法を用
いた．プライマーは GenBank の nucleotides か







量0.5 μl，プライマー溶液を1 μl，SYBR Green 
PCR Master Mix（Applied Biosystems），希釈水
の混液を9 μl 入れて最終10 μl の反応液を作成
し た．ABI PRISM 7700（Applied Biosystems）
で55サイクルの Real time-PCR を行った．PCR
条 件 は50 ℃ 2分，95 ℃　10分，95 ℃ 15秒，
60℃ 1分とした．全ての実験おいて Dissociation 
curve 分析を行い解離温度，アガロースゲル電
















































































































































a. 体重の変化． b. 摂餌量の変化． c. 空腹時血糖値の変化． d. 随時血糖値の変化． e. 空腹時血漿インスリン値の変化．
f. 空腹時血漿中性脂肪値の変化． g. 空腹時血漿遊離脂肪酸値の変化．
*: P<0.05 vs cont † : P<0.05 vs 6週齢 §: P<0.05 vs Alo 
h. 空腹時血漿グルカゴン値． i. 血漿遊離 GLP-1値．














































a. インスリン負荷試験． b. インスリン負荷試験（AUC）． 
*: P<0.05 † : P<0.05 vs 0 min §: P<0.05 vs Cont, Alo 
c. 血漿アディポネクチン値







































である Ki67 陽性β細胞比率は，ALO または
PIO 群で増加傾向を認め，併用群で有意に増加
した．また，アポトーシスマーカーとしての

















































a. インスリン グルカゴン二重染色（緑 : インスリン　赤 : グルカゴン）．　b. 膵α・β細胞重量  : β細胞 ,  : 
α細胞 *: P<0.05.　 c. 膵ラ氏島インスリン含量 *: P<0.05 **: P<0.01 vs cont.　d. 低濃度グルコース (3mM) および高濃度








　コントロール群と比較して，Insulin 1, Insulin 
2 遺伝子発現量は ALO 群と併用群で増加傾
図4　膵島の免疫組織学的解析
a. Ki67陽性細胞率． b. TUNEL 陽性細胞率． c. アザン染色陽性面積率　
*：P<0.05
表１







　Pancreatic and duodenal homeobox 1
　Neurogenic differentiation 1
　v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein A








　nuclear factor kappa B
　Collagen type 1, alpha 1
　Collagen type3, alpha 3
酸化ストレス関連遺伝子
　Superoxide dismutase 2, mitochondrial
　Glutathione peroxidase
その他
　Glucagon-like peptide 1 receptor 
　V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 
　Extracellular signal-regulated kinase-1
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かった．分化促進関連（Homeobox gene HB9: 
Hlxb-9, Neurogenic differentiation: Neuro D, 












































































































　 遺 伝 子 発 現 解 析 で は， 膵 β 細 胞 の 分
avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
homolog A: MafA）遺伝子発現量は，併用群で
有意に増加した．分化抑制関連 Hairy enhancer 
of split-1（Hes-1）遺伝子発現量は，ALO 群お
よび併用群で低下した．増殖促進関連遺伝子
cyclinD1 発現量は PIO 群で増加傾向を示し，
ALO 群および併用群で有意に増加した．増殖
抑制関連遺伝子 p27 発現量は PIO 群で減少傾
向を示し，ALO 群および併用群で有意に低下
した．アポトーシス抑制関連 B cell lymphoma 
protein-2（Bcl-2）遺伝子発現量は PIO 群と
ALO 群で増加傾向を示し，併用群で有意に増
幅された．アポトーシス促進関連 Caspase 3 遺
伝子発現量は全介入群で減少した．炎症・線
維化促進関連 (Nuclear factor kappa B: NFκB, 
Collagen type 1, alpha 1: Col1a1, Collagen type 3. 
alpha1: Col3a1) 遺伝子発現量は ALO 群で減少
傾向を示し，PIO 群および併用群で有意に低値
であった．酸化ストレス抑制関連（superoxide 
dismutase 2: SOD2, Glutathione peroxidase: 
GSHPx）遺伝子発現量は全介入群で増加する傾
向にあった．その他，GLP-1 receptor: GLP-1R, 
Extracellular signal-regulated kinase-1（ERK1）， 
V-akt murine thymoma virAloncogene homolog 1


















phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt 経 路 や
Mitogen-activated protein kinases（MAPK）経路
の下流に存在し発現調節を受ける遺伝子群とし








いて，PI3K-Akt 経路および MAPK 経路は重
要であり29），β細胞特異的インスリン受容体



























よび GLUT2 遺伝子の promotor 領域には PDX-1
の認識部位である TAAT motif が存在し34,35），糖






















と考えられる．IRS-2 は cAMP response element 
binding protein（CREB）のリン酸化を介し発現
調節を受け41），GLP-1は CREB の活性化を介し
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The molecular mechanism by which the combination treatment with
DPP-4 inhibitor and thiazolidine derivative yields the additive effect
on the preservation of pancreatic β-cell mass and function in
obese diabetic model db/db mice
Hidenori HIRUKAWA
Department of Diabetes, Endocrinology and Metabolism, Kawasaki Medical School,
577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan
ABSTRACT  This article background is pathophysiology of type 2 diabetes especially 
pancreatic β-cell dysfunction, and it’s progression over time. Thereby the preservation of β-cell 
function is an important tool to obtain a long-term glycemic control. A dipeptidyl peptidase-4 
(DPP-4) inhibitor and pioglitazone (PIO) are known to protect the β-cell damage in diabetic 
animals. This study will show the effect of combination treatment with DPP-4 inhibitor (alogliptin: 
ALO) and PIO on the β-cell mass and function was examined in the diabetic state, additionally 
its molecular mechanism was analyzed. Six week-old male db/db  mice were orally received 
ALO, PIO, ALO+PIO and the vehicle for 4 weeks. After the intervention, effects of 4 regimens 
on the β-cell mass and function were compared, and the gene expressions for the core area of 
the islets were also analyzed by using Laser Capture Microdissection and real-time RT-PCR. 
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the vehicle. PIO and combination with PIO and ALO improved insulin sensitivity. The islet 
insulin content and β-cell mass were significantly increased in mice treated with PIO and ALO, 
and these effects were further potentiated by concomitant use of two drugs. In addition, these 
drugs improved the islet morphology. The immunohistochemical analysis showed the drugs 
accelerated the β-cell proliferation and suppressed the cell apoptosis. The gene expression 
analysis demonstrated that ALO and the combination treatment increased the insulin  mRNA. In 
contrast, insulin  mRNA level was decreased in PIO group. The GLUT2 mRNA was up-regulated 
by active drug treatment, particularly in the combination with ALO and PIO. Interestingly, the 
mRNA level of IRS-2  was significantly amplified in the combination of two drugs. Furthermore, 
GLP-1R mRNA level was up-regulated by PIO and ALO particularly combination treatment, Both 
ALO and PIO accelerated gene expression related with cell differentiation and proliferation 
such as PDX-1 , MafA , Cyclin D . The Bcl-2  mRNA was also up-regulated. On the other hand, 
these drugs suppressed the gene expression levels related with the promotion of cellular 
apoptosis. These effects by PIO and ALO were more significant in the combination treatment. 
The presented results strongly suggest that the concomitant administration of ALO and PIO 
shows the additional effect on the β-cell preservation, Two drugs exert a cooperative action on 
IRS-2 regulation, which is indispensable to conserve the β-cell mass and function, through, at 
least, enhancement of GLP-1 signaling.
(Accepted on October 8, 2013)
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